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COMPOSITIONS UTILISABLES POUR REGULER L'ACTIVITE 

DE LA PARKINE 

La presente invention conceme des compositions et methodes utilisables pour 
regular I'activite de la parkine. Elle conceme notamment une nouvelle proteine, 

5 designee PAPl, partenaire de la parkine, ainsi que les peptides ou polypeptides 
derives ou homologues de cette proteine. Elle conceme egalement des composes 
capables de moduler au moins partiellement I'activite de la Parkine, notamment 
d'interferer avec I'interaction entre la parkine et PAPl. La presente invention est 
utilisable dans les domaines therapeutiques, diagnostiques ou pour la constitution de 

10 cibles pharmacologiques permettant le developpement de nouveaux medicaments. 

Le gene de la Parkine est mute dans certaines formes familiales Guveniles 
autosomiques recessives) de la maladie de Parkinson (Kitada et al, 1998). La maladie 
de Parkinson (Lewy, 1912) est une des maladies neurodegeneratives les plus 
15 communes, affectant plus de 1% de la population de plus de 55 ans. Les patients 
atteints de cette maladie ont des troubles neurologiques rassembles sous le terme de 
syndrome parkinsonian, caracterise par une rigidite, une bradykinesie, et un 
tremblement de repos. Ces symptomes sont la consequence d'une degenerescence des 
neurones dopaminergiques de la substance noire du cerveau. 

20 

La plupart des cas avec une maladie de Parkinson n'ont pas d'histoire 
familiale. Cependant, il existe des cas familiaux dont certains correspondent a une 
forme monogenique de la maladie. A I'heur^actuelle, seulement trois genes differents' 
ont ete identifies dans certaines formes hereditaires rares. La premiere forme 

25 correspond a une forme autosomique dominante dont le gene responsable code pour 
I'alpha Synucleine (Polymeropoulos et al:, 1997). Cette proteine est un constituant 
abondant des inclusions intracytoplamiques, appelees corps de Lewy, qui servent de 
marqueur de la maladie de Parkinson (Lewy, 1912). La seconde fomie, egalement 
autosomique dominante, est liee a une mutation dans un gene codant pour une 

30 hydrolase appelee ubiquitin carboxy-terminal hydrolase LI (Leroy et al., 1 998). Cette 




2 

enzyme est supposee hydrolyser les polymeres ou les conjugues d'ubiquitines en 
monomeres d'ubiquitine. La troisieme forme se distingue des precedentes par une 
transmission autosomique recessive et un debut souvent avant 40 ans ainsi que par 
une absence de corps de Lewy. Ces malades repondent plus favorablement a la 
5 levodopa, un precurseur de la dopamine utilise comme traitement de la maladie de 
Parkinson. Le gene implique dans cette forme code pour une nouvelle proteine 
appelee Parkine (Kitada et aL, 1998). 

Le gene de la Parkine. est constitue de 12 exons couvrant une region 
10 genomique de plus de 500 000 paires de bases sur le chromosome 6 (6q25.2-q27). A 
rheure actuelle, deux grands types de mutation de ce gene, a Torigine de la maladie, 
sont connus, soit des deletions de taille variable dans la region qui couvre les exons 2 
a 9, soit des mutations ponctuelles qui produisent Tapparition prematuree d'un codon 
stop ou le changement d'un acide amine (Kitada et aL, 1998; Abbas et al, 1999; 
15 Lucking et aL, 1998; Hattori et al, 1998). La nature de ces mutations et le mode de 
transmission autosomique recessif suggerent une perte de fonction de la Parkine 
conduisant a la maladie de Parkinson. 

Ce gene est exprime dans un grand nombre de tissus et notamment dans la 
20 substance noire. II existe plusieurs transcrits correspondant a ce gene qui proviennent 
d'epissages altematifs differents (Kitada et aL, 1998; Sunada et aL, 1998). Dans le 
cerveau, on trouve deux types d'ARN messagers dont un est depourvu de la partie 
correspondant a I'exon 5. Dans les leucocytes, des ARN messagers de la Parkine ne 
contenant pas la region codant pour les exons 3, 4 et 5 ont ete identifies. Le plus long 
25 des ARN messagers de la Parkine, present dans le cerveau, contient 2960 bases et 
code pour une proteine de 465 acides amines. 

Cette proteine a une faible homologie dans sa paitie N-terminale avec 
I'ubiquitine. Sa moitie C-terminale contient deux motifs « ring finger » separes par un 
30 domaine IBR (In Between Ring) correspondant a une region riche en cysteine 
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pouvant lier des metaux comme les domaines « zing finger » (Morett, 1999). Par 
immunocytochimie, il a ete montre que la Parkine est localisee dans le cytoplasme et 
I'appareil de Golgi de neurones de la substance noire qui contiennent de la melanine 
(Shimura et al., 1999). De plus, cette proteine est presente dans certains corps de 

5 Lewy de Parkinsoniens. La fonction cellulaire de la Parkine n'est pas encore 
demontree, mais elle pourrait jouer un role de transporteur dans les vesicules 
synaptiques, dans la maturation ou degradation des proteines et dans le controle de la 
croissance, de la differenciation ou du developpement cellulaire. Dans les formes 
autosomiques recessives juveniles, la Parkine est absente, confirmant ainsi que la 

10 perte de cette fonction est responsable de la maladie. 

L'elucidation du role exact de la proteine Parkine dans le processus de 
degenerescence des neurones dopaminergiques constitue done un enjeu majeur pour 
la comprehension et I'approche therapeutique de la maladie de Parkinson et plus 
15 generalement des maladies du systeme nerveux central. 

La presente invention reside dans identification d'un partenaire de la parkine, 
interagilssant avec cette proteine dans des conditions physio logiques. Ce partenaire 
represente une nouvelle cible pharmacologique pour la fabrication ou la recherche de 

20 composes capables de moduler I'activite de la parkine, notamment son activite sur la 
degenerescence des neurones dopaminergiques et/ou le developpement de pathologies 
nerveuses. Cette proteine, les anticorps, .les acides nucleiques correspondant ainsi que 
les sondes ou amorces specifiques, sont 6galement utilisables pour la detection ou le 
dosage des proteines dans des echantillons biologiques, notamment des echantillons 

25 de tissu nerveux. Ces proteines ou acides nucleiques sont egalement utilisables dans 
des approches therapeutiques, pour moduler T activite de la parkine, ainsi que tout 
compose selon I'invention, capables de moduler Tinteraction entre la parkine et les 
polypeptides de I'invention. 




4 Feullle avant rectification 

La presente invention resulte plus particulierement de la mise en evidence par 
la demanderesse d'une nouvelle proteine humaine, designee PAPl (Parkine 
Associated Protein 1), interagissant avec la parkine. La proteine PAPl (sequence SEQ 
ID NO :1 ou 2) presente une certaine homologie avec les synaptotagmines et est 
5 capable d'interagir plus particulierement avec la region centrale de la parkine 
(representee sur la sequence SEQ ID NO :3 ou 4). 

La presente invention resulte egalement de Tidentification et de la 
caracterisation de regions particulieres de la proteine PAPl, impliquees dans la 
modulation de la fonction de la parkine. La mise en evidence de I'existence de cette 
10 proteine et de regions impliquees dans sa fonction permet notamment de preparer de 
nouveaux composes et/ou compositions utilisables comme agents pharmaceutiques et 
de developper des methodes industrielles de screening de tels composes. 

Un premier objet de invention conceme done des composes capables de 
15 moduler, au moins partiellement, Tinteraction entre la proteine PAPl (ou ses 
homologues) et la parkine (notamment la parkine humaine), ou d'interferer au niveau 
de 1' interaction entre ces proteines. 

Un autre objet, de I'invention reside dans la proteine PAPl, ses fragments, 
derives et homologues. 

20 Un autre aspect de I'invention reside dans un acide nucleique codant la 

proteine PAPl, ses fragments, derives ou homologues, ainsi que tout vecteur 
comprenant un tel acide nucleique et toute cellule recombinante contenant un tel acide 
nucleique ou vecteur. 

L'invention conceme aussi des anticorps capables de lier la proteine PAPl, 

25 ses fragments, derives et homologues, notamment des anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux, plus preferentiellement des anticorps capables de lier la proteine PAP 1 
et d'inhiber au moins partiellement son interaction avec la parkine. 

Un autre aspect de I'invention conceme des sondes ou amorces 
nucleotidiques, specifiques de PAPl, utilisables pour detecter ou amplifier le gene de 

30 papl ou une region de celui-ci dans tout echantillon biologique. 
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L'invention conceme encore des compositions pharmaceutiques, des 
methodes de detection d'anomalies genetiques, des methodes de production de 
polypeptides tels que definis ci-avant, ainsi que des methodes de criblage ou de 
caracterisation de composes actifs. 

Comme indique ci-avant, un premier aspect de l'invention reside dans un 
compose capable d'interferer, au moins partiellement, au niveau de I'interaction entre 
la proteine PAPl (ou ses homologues) et la parkine. 

Au sens de la presente invention, la denomination proteine PAPl designe la 
proteine en soit ainsi que toutes ses fomies homologues. Par forme homologue on 
entend designer toutes proteines equivalentes a la proteine consideree, d'origine 
cellulaire diverse et notamment issue de cellules d'origine humaine, ou d'autres 
organismes, et possedant une activite de meme type. De tels homologues 
comprennent egalement les variants naturals de la proteine PAPl de sequence SEQ 
ID N02, notamment les variants polymorphiques ou d'epissage. De tels homologues 
peuvent etre obtenus par des experiences d'hybridation entre les acides nucleiques 
codant .(notamment I'acide nucleique de sequence SEQ ID N0:1). Au sens de 
l'invention, il suffit qu'une sequence de ce type presente un pourcentage d'identite 
significatif pour conduire a un comportement physiologique assimilable a celui de la 
proteine PAPl tel que revendiquee. 

L'interference d'un compose selon l'invention peut se manifester sous 
differents aspects. Ainsi, le compose peut-ralentir, inhiber ou stimuler, au moins 
paitiellement, I'interaction entre la proteine PAPl ou I'une de ses formes homologues 
et la Parkine. II s'agit preferentiellement de composes capables de moduler cette 
interaction in vitro, par exemple dans un systeme de type double-hybride ou dans tout 
systeme acellulaire de detection d'une interaction entre deux polypeptides. Les 
composes selon l'invention sont preferentiellement des composes capables de 
moduler au moins partiellement cette interaction, de preference d'augmenter ou 



6 



10 



d-lri.>ber cette interaction de 20% au moins, plus preferentiellemen. de 50% au 
moins, par rapport a un controle en absence du compose. 

Dans un mode paniculier de mise e„ ceuvre, il s'agi, de composes capables 
d-interferer au ntveau de rinteraction entre la region de la parkine representee sur la 
sequence SEQ ID NO :4 e. la region de la proteine PAPl representee sur la sequence 
SEQ ID NO :2. 

Selon un mode particulier de linvention, les composes sont capables de se Iter 
au niveau du domaine d'interaction entre la proteine PAPl, ou I'une de ses formes 

homologues, et la Parkine. _ 

Les composes selon la presente invention peuven. etre de nature et d ongme 

.ari.es. En particulier, il peu. s'agir de composes de t^e — 
comprenant un enchainement de bases, notamment u„e molecule d'ADN ou d ARN 
iipidique. saccbaridique, d'un anticorps, etc. et, plus g.n.ralemen. de route molecule 

orsanique ou inorganique. 

selon une premiere variante, les composes de I'invention son, de namre 
peptidique. Le terme peptidtqne d^signe toute molecule comprenant ™ enchainement 
d'acides amines, tel que par e.emple un peptide, un polypepttde, une proteme, un 
anticorps ,ou fragment ou d«v* d-anttcorps), le cas .cb.ant modifi. ou ass^. 
d.autres compost ou groupements chimtques. A cet igard, le --'^r 
, d^igne plus sp^ifquement une ■nol.cule comprenant un enchainemettt de 0 ac,^ 
am«s au plus, plus pr«llement de 40 acldes amln^ au plus. Un polypepttde 
(ou une pro.*,ne) comprend pr«.rentie,lement de 50 i 500 acides amines, ou plu. 

selon un premier mode de mise en ^vre prefere, les composes de 1 .nventton 
sont des composes pepttdiques comprenant tout ou partie de ,a sequence pepttdtque 
,5 SEQ ID N-2 ou un de ses denves, en particulier tout ou partie de la sequence 
peptidique de la proteine PAPl comprenant la sequence SEQ ID N°2. 

Au sens de la presente mvention, le terme derive designe toute sequence 
dtff^an. de la sequence considiree en raison dVne deg^n^rescence du code 
g.n.tique, obtenue par une ou plusieurs modifications de nature g^net.que et/ou 
30 bimique, atasi que tout peptide cod* par une s^uence bybridant avec la sequence 



nucleique SEQ ID NO : 1 ou un fragment de celle-ci, et presentant la capacite 
d'interferer au niveau de I'interaction entre la proteine PAPl, ou Tun de ses 
homologues, et la Parkine. Par modification de nature genetique et/ou chimique, on 
peut entendre toute mutation, substitution, deletion, addition et/ou modification d'un 
ou plusieurs residus. Le terme derive comprend egalement les sequences homologues 
a la sequence consideree, issues d'autres sources cellulaires et notamment de cellules 
d'origine humaine, ou d*autres organismes, et possedant une activite de meme type. 
De telles sequences homologues peuvent etre obtenues par des experiences 
d'hybridation. Les hybridations peuvent etre realisees a partir de banques dacides 
nucleiques, en utilisant comme sonde la sequence native ou un fragment de celle-ci, 
dans des conditions variables d'hybridation (Maniatis et al., 1989). Par ailleurs, le 
terme « fragment » ou « partie » designe toute portion de la molecule consideree, 
comprenant au mo ins 5 residus consecutifs, de preference au moins 9 residus 
consecutifs, encore plus preferentiellement au moins 15 residus consecutifs. Des 
fragments typiques peuvent comprendre au moins 25 residus consecutifs. 

De tels derives ou fragments peuvent etre generes dans des huts differents, tels 
que notamment celui daugmenter leur efficacite therapeutique ou de reduire leurs 
effets secondaires, ou celui de leur conferer de nouvelles proprietes 
pharmacocinetiques et/ou biologiques. 

En tant que peptide derive de la proteine PAPl et des formes homologues, on 
peut citer notamment tout peptide capable d'interagir avec la Parkine, mais portant 
une region effectrice rendue non fonctionnelle. De tels peptides peuvent etre obtenus 
par deletion, mutation ou disruption de cette region effectrice sur la proteine PAPl et 
des formes homologues. De telles modifications peuvent etre effectuees par exemple 
par mutagenese in vitro, par introduction d'elements additionnels ou de sequences 
synthetiques, ou par des deletions ou des substitutions des elements originels. 
Lorsqu'un derive tel que defini ci-dessus est realise, son activite d^inhibiteur partiel de 
la fixation de la proteine PAP 1 et des formes homologues sur son site de fixation sur 
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la Parkine peut etre mise en evidence. Toute technique connue de I'homme de I'art 
peut bien evidemment etre utilisee a cet effet. 

II peut egalement s'agir de fragments des sequences indiquees ci-dessus. De 
5 tels fragments peuvent etre generes de differentes fa?ons. En particulier, ils peuvent 
etre synthetises par voie chimique, sur la base des sequences donnees dans la presente 
demande, en utilisant les synthetiseurs peptidiques connus de I'homme du metier. Ils 
peuvent egalement etre synthetises par voie genetique, par expression dans un hote 
cellulaire d'une sequence nucleotidique codant pour le peptide recherche. Dans ce cas, 
10 la sequence nucleotidique peut etre preparee chimiquement en utilisant un 
synthetiseur d'oligonucleotides, sur la base de la sequence peptidique donnee dans la 
presente demande et du code genetique. La sequence nucleotidique peut egalement 
etre preparee a partir des sequences donnees dans la presente demande, par coupures 
enzymatiques, ligamre, clonage, etc, selon les techniques connues de I'homme du 
15 metier, ou par criblage de banques d'ADN avec des sondes elaborees a partir de ces 
sequences. 

Par ailleurs, les.peptides de I'invention a savoir capables de moduler au moins 
partiellement I'interaction entre la proteine PAPl et des formes homologues et la 
20 Parkine peuvent egalement etre des peptides ayant une sequence correspondant au site 
d'interaction de la proteine PAP 1 et des formes homologues sur la Parkine. 

D'autres peptides selon I'invention -sont les peptides capables d'entrer en 
competition avec les peptides defmis ci-dessus pour I'interaction avec leur cible 
25 cellulaire. De tels peptides peuvent- etre synthetises notamment sur la base de la 
sequence du peptide considere, et leur capacite a entrer en competition avec les 
peptides defmis ci-dessus peut etre determinee. 
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Un objet specifique de la presente invention conceme la proteine PAPl. II 
s'agit plus particulierement de la proteine PAPl comprenant la sequence SEQ ID 
NO :2 ou un fragment ou derive de celle-ci. 

5 Un autre objet de Tinvention reside dans des anticorps ou fragments ou derives 

d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux diriges contre un polypeptide tel que defini 
ci-avant. De tels anticoq>s peuvent etre generes par des methodes connues de Thomme 
du metier. En particulier, ces anticorps peuvent etre prepares par immunisation d'un 
animal contre un compose peptidique de I'invention (notamment un polypeptide ou 

10 un peptide comprenant tout ou partie de la sequence SEQ ID NO :2), prelevement du 
sang, et isolement des anticorps. Ces anticorps peuvent egalement etre generes par 
preparation d'hybridomes selon les techniques connues de Thomme de Tart. 

Plus preferentiellement, les anticorps ou fragments d'anticorps de Tinvention 
15 presentent la capacite de moduler au moins partiellement Tinteraction des peptides 
revendiques avec la Parkine. 

Par ailleurs, ces anticorps peuvent egalement etre utilises pour detecter et/ou 
doser I'expression de la PAPl dans des echantillons biologiques, et de ce fait, pour 
renseigner sur son etat deactivation. 

20 

Les fragments ou derives d'anticorps sont par exemple des fragments Fab, 
Fab'2, des anticorps simple-chaine (ScFv), etc. II s'agit notamment de tout fragment 
ou derive conservant la specificite antigenique des anticorps dont ils sont issus. 

Les anticorps selon T invention sont plus preferentiellement capables de lier 
25 les proteines PAPl comprenant la sequence SEQ ID NO :2, notamment la region de 
cette proteine impliquee dans T interaction avec la parkine. Ces anticorps (ou 
fragments ou derives) sont plus preferentiellement capables de lier un epitope present 
dans la sequence comprise entre les residus 1 et 344 de la sequence SEQ ID NO :2. 
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L'invention conceme egalement les composes non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques utilisables comme agent pharmaceutique. II est en effet 
possible, a partir des motifs proteiques actifs decrits dans la presente demande, de 
realiser des molecules modulatrices de I'activite de PAPl non exclusivement 
5 peptidiques et compatibles avec une utilisation pharmaceutique, en particulier en 
dupliquant les motifs actifs des peptides avec une structure non peptidique ou de 
nature non exclusivement peptidique. 

La presente invention a egalement pour objet tout acide nucleique 

10 codant pour un compose peptidique selon Tinvention. II peut s*agir en particulier d'un 
acide nucleique comprenant tout ou partie de la sequence presentee en SEQ ID N°l 
ou un de ses derives. Par sequence derivee, on entend au sens de la presente invention 
toute sequence hybridant avec la sequence presentee en SEQ ID N*^l ou avec un 
fragment de celle-ci et codant pour un compose peptidique selon Tinvention, amsi que 

15 les sequences resultant de ces demieres par degenerescence du code genetique. Les 
differentes sequences nucleotidiques de Tinvention peuvent etre d'origine artificielle 
ou non. II peut s*agir de sequences genomiques, d*ADNc, d'ARN, de sequences 
hybridejs ou de sequences synthetiques ou semi-synthetiques. Ces sequences peuvent 
etre obtenues soit par criblage de banques d'ADN (banque d'ADNc, banque d*ADN 

20 genomique), soit par synthese chimique, soit par des methodes mixtes incluant la 
modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par criblage de 
banques, soit par recherche d'homologie dans des bases de donnees nucleiques ou 
proteiques. L 'hybridation mentionnee cl-dessus est preferentiellement realisee dans 
les conditions decrites par Sambrook et al (1989, pages 9.52-9.55). 

25 Un acide nucleique particulier au sens de l'invention code pour un polypeptide 

comprenant la sequence SEQ ID NO :2 ou un fragment ou derive de celle-ci, 
notamment pour la proteine PAPl humaine. II s'agit avantageusement d'un acide 
nucleique comprenant la sequence nucleique SEQ ID NO :L 
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De tels acides nucleiques peuvent etre utilises pour la production des 
composes peptidiques de Tinvention. La presente demande conceme ainsi un precede 
de preparation de tels composes peptidiques selon lequel on cultive une cellule 
contenant un acide nucleique selon I'invention, dans des conditions d'expression dudit 
acide nucleique et on recupere le compose peptidique produit. Dans ce cas, la partie 
codant pour ledit compose peptidique est generalement placee sous le controle de 
signaux permettant son expression dans un hote cellulaire. Le choix de ces signaux 
(promoteurs, terminateurs, sequence "leader" de secretion, etc) peut varier en fonction 
de Thote cellulaire utilise. Par ailleurs, les acides nucleiques de I'invention peuvent 
faire partie d'un vecteur qui peut etre a replication autonome ou integratif. Plus 
particulierement, des vecteurs a replication autonome peuvent etre prepares en 
utilisant des sequences a replication autonome chez I'hote choisi. S'agissant des 
vecteurs integratifs, ceux-ci peuvent etre prepares par exemple en utilisant des 
sequences homologues a certaines regions du genome de Thote, permettant, par 
recombinaison homologue, Tintegration du vecteur. II peut s'agir d'un vecteur de type 
plasmidique, episomique, chromosomique, viral, etc. 

Les botes cellulaires utilisables pour la production des composes peptidiques 
de rinvention par voie recombinante sont aussi bien des botes eucaryotes que 
procaryotes. Parmi les botes eucaryotes qui conviennent, on peut citer les cellules 
animales, les levures, ou les champignons. En particulier, s'agissant de levures, on 
peut citer les levures du genre Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, 
Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant de cellules animales, on peut citer les 
cellules COS, CHO, C127, PC 12 etc. Parmi les champignons, on peut citer plus 
particulierement Aspergillus ssp. ou Trichoderma ssp. Comme botes procaryotes, on 
prefere utiliser les bacteries suivantes-£', coli. Bacillus, ou Streptomyces. 

Les acides nucleiques selon I'invention peuvent egalement servir a la 
realisation d'oligonucleotides antisens ou d'antisens genetiques utilisables comme 
agents pharmaceutiques. Les sequences antisens sont des oligonucleotides de petite 
taille, complementaire du brin codant d'un gene donne, et de ce fait capables 
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d'hybrider specifiquement avec I'ARNm transcrit, inhibant sa traduction en proteine. 
L'invention a ainsi pour objet les sequences antisens capables d'inhiber au moins 
partiellement interaction des proteines PAPl sur la Parkine. De telles sequences 
peuvent etre constituees par tout ou partie des sequences nucleiques defmies ci-avant. 
5 II s'agit generalement de sequences ou de fragments de sequences complementaires de 
sequences codant pour des peptides interagissant avec la Parkine. De tels 
oligonucleotides peuvent etre obtenus par fragmentation, etc, ou par synthese 
chimique. 

10 Les sequences revendiquees peuvent etre utilisees dans le cadre de therapies 

geniques, pour le transfert et I'expression in vivo de sequences antisens ou de peptides 
capables de moduler interaction de la proteine PAPl avec la Parkine. A cet egard, les 
sequences peuvent etre incorporees dans des vecteurs viraux ou non viraux, 
pennettant leur administration in vivo (Kahn et aL, 1991). A titre de vecteurs viraux 

15 conformes a l'invention on peut tout particulierement citer les vecteurs de type 
adenovirus, retrovirus, virus associe a I'adenovirus (AAV) ou virus de I'herpes. La 
presente demande a egalement pour objet des virus recombinants defectifs 
comprenant un acide. nucleique codant pour un polypeptide selon invention, 
notamment un polypeptide ou peptide comprenant tout ou partie de la sequence SEQ 

20 ID NO :2 ou d'un derive de celle-ci. 

L'invention permet egalement la realisation de sondes nucleotidiques, 
synthetiques ou non, capables de s'hybrider avec les sequences nucleotidiques 
definies ci-avant ou leur brin complementaire. De telles sondes peuvent etre utilisees 

25 in vitro comme outil de diagnostic, pour la detection de I'expression ou surexpression 
de PAPl, ou encore pour la mise en evidence d'anomalies genetiques (mauvais 
epissage, polymorphisme, mutations ponctuelles, etc). Ces sondes peuvent egalement 
etre utilisees pour la mise en evidence et I'isolement de sequences d'acides nucleiques 
homologues codant pour des peptides tels que definis precedemment, a partir d'autres 

30 sources cellulaires et preferentiellement de cellules d'origines humaines. Les sondes 
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de rinvention comportent generalement au moins 10 bases, et elles peuvent par 
exemple comporter jusqu'a I'integralite d'une des sequences precitees ou de leur brin 
complementaire. Preferentiellement, ces sondes sont marquees prealablement a leur 
utilisation. Pour cela, differentes techniques connues de I'homme du metier peuvent 
5 etre employees (marquage radioactif, fluorescent, enzymatique, chimique, etc). 

L*invention a encore pour objet toute composition pharmaceutique comprenant 
comme principe actif au moins un compose tel que defmi ci-dessus, notamment un 
compose peptidique. 

10 Elle a notanmient pour objet toute composition pharmaceutique comprenant 

comme principe actif au moins un anticorps et/ou un fragment d'anticoq?s tel que 
defmi ci-dessus, ainsi que toute composition pharmaceutique comprenant comme 
principe actif au moins un acide nucleique ou un vecteur tel que defmi ci-dessus. 

Elle a egalement pour objet toute composition pharmaceutique comprenant 

15 comme principe actif une molecule chimique capable d'augmenter ou de diminuer 
['interaction entre la proteine PAPl et la Parkine. 

Par ailleurs, elle a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques dans 
lesquelles les peptides, anticorps, molecules chimiques et sequences nucleotidiques 
defmis ci-dessus sont associes entre-eux ou avec d'autres principes actifs. 

20 

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention peuvent etre utilisees 
pour moduler Tactivite de la proteine Parkine et de ce fait maintenir la survie des 
neurones dopaminergiques. Plus particulierement, ces compositions pharmaceutiques 
sont destinees a moduler I'interaction entre la proteine PAP 1 et la Parkine. II s'agit 
25 plus preferentiellement de compositions pharmaceutiques destinees au traitement de 
maladies du systeme nerveux central comme par exemple la maladie de Parkinson. 

L*invention a encore pour objet I'utilisation des molecules decrites ci-avant 
pour moduler I'activite de la Parkine ou le typage de maladies du systeme nerveux 
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central. En particulier, rinvention conceme I'utilisation de ces molecules pour 
moduler au moins partiellement I'activite de la Parkine. 

L' invention conceme egalement un procede pour le screening ou la 
5 caracterisation de molecules actives sur la fonction de la parkine, comprenant la 
selection de molecules capables de lier la sequence SEQ ID NO :2 ou la sequence 
SEQ ID NO:4, ou un fragment (ou derive) de celles-ci. Le procede comprend 
avantageusement la mise en contact, in vitro, de la ou des molecules test avec un 
polypeptide comprenant la sequence SEQ ID NO :2 ou la sequence SEQ ID NO :4, ou 
10 un fragment (ou derive) de celles-ci, et la selection de molecules capables de lier la 
sequence SEQ ID NO : 2 (notamment la region comprise entre les residus 1 et 344) ou 
la sequence SEQ ID NO :4. Les molecules testees peuvent etre de nature variee 
(peptide, nucleique, lipide, sucre, etc., ou des melanges de telles molecules, par 
exempie des bibliotheques comb inato ires, etc.). Comme indique ci-avant, les 
1 5 molecules ainsi identifiees peuvent etre utilisees pour moduler I'activite de la proteine 
Parkine, et representent des agents therapeutiques potentiels pour le traitement de 
pathologies neurodegeneratives. 

D'autres avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 
20 exemples et figure qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

LEGENDES DE LA FIGURE : . • 

25 Figure 1 : Representation du vecteur pLex9-Parkine ( 1 35-290) 
MATERIELS ET TECHNIQUES MIS EN OEUVRE 



1) S ouches de levure: 
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La souche L40 du genre S.cerevisiae {Mata, his3D200, trpl-901 Ieii2-3JJ2, 
ade2, LYS2:: (lexAopJ^HISS, URA3::(lexAop),-LacZ, GAL4, GAL80) a ete utilisee 
pour verifier les interactions proteine-proteine quand Tun des partenaires proteiques 
est fiisionne a la proteine LexA. Cette demiere est capable de reconnaitre I'element de 
reponse LexA controlant Texpression des genes rapporteurs LacZ et His3. 

EUe a ete cultivee sur les milieux de culture suivants:. 
Milieu YPD complet : -Extrait de levures ( 1 0 g/1) (Difco) 

-Bactopeptone (20 g/1) (Difco) 
-Glucose (20 g/1) (Merck) 
Ce milieu a ete rendu solide par addition de 20 g/1 d'agar (Difco). 

Milieu YNB minimum : -Yeast Nitrogen Base (sans acides amines) (6,7 g/1) 
(Difco) 

- Glucose (20 g/1) (Merck) 
15 Ce milieu peut etre rendu solide par addition de 20 g/1 d'agar (Difco). II peut 
egalement etre supplemente en acides amines et/ou en 3-amino-l,2,4-triazoIe par 
addition de milieux CSM [CSM -Leu, -Trp, -His (620 mg/1), CSM -Trp (740 mg/1) ou 
CSM -Leu, -Trp (640 mg/l)(Biol01)] et/ou de 3-amino-l,2,4-triazole 2,5 mM. 

20 2) Souches de bacteries: 

La souche TGI Escherichia coli, de genotype supE, hsdA5, thi, A(lac- 
proAB), F'[tra D36 pro A B lacl^ lacZAM15], a ete employee pour la construction 
de plasmides, comme moyen d'amplification et d'isolement de plasmides 
recombinants utilises. Elle a ete cultivee sur le milieu suivant : 
25 Milieu LB : -NaCl (5 g/1) (Prolabo) 

-Bactotryptone (10 g/1) (Difco) 
-Extrait de levure (5 g/1) (Difco) 
Ce milieu est rendu solide par addition de 15 g/1 d'agar (Difco). 
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L'ampicilline a ete utilisee a 100 |ag/ml, cet antibiotique sert a selectionner les 
bacteries ayant re?u les plasmides portant comme marqueur le gene de resistance a cet 
antibiotique. 

La souche HBlOl ^•Escherichia coli de genotype supE44, aral4, galK2, 
5 lacYl, A(gpt-proA)62, rpsLlOCSt/), xyl-5, mtl-1, recA13, A(mcrC-nirr), HsdS'(r'm") 
a ete employee comme moyen d' amplification et d'isolement de plasmides provenant 
de la banque d'ADNc de lymphocyte humain. 
EUe a ete cultivee sur 

Milieu M9: -Na2HP04 (7 g/1) (Prolabo) 

10 -KH2P04 (3 g/1) (Prolabo) 

-NH4C1(1 g/1) (Prolabo) 
-NaCl (0,5 g/1) (Prolabo) 
-Glucose (20 g/1) (Sigma) 
-MgS04 (1 mM) (Prolabo) 
1 5 -Thiamine (0,00 1 %) (Sigma) 

Ce milieu est rendu solide par addition de 15 g/1 d'agar (Difco). 

De la leucine (50 mg/l) (Sigma) et de la proline (50 mg/1) (Sigma) doivent etre 

ajoutees au milieu M9 pour permettre la croissance de la souche HBIOI. 

Lors de la selection de plasmides provenant de la banque deux hybrides 
20 d'ADNc de lymphocyte, la leucine n'a pas ete ajoutee au milieu car les plasmides 
portent un marqueur de selection Leu2. 

3) Plasmides : 

Le vecteur pLex9 (pBTM116) (Bartel et al., 1993) de 5kb homologue au 
25 pGBTlO qui contient un site multiple de clonage situe en aval de la sequence codant 
pour le represseur bacterien LexA et en amont d'un terminateur pour former une 
proteine de fusion. 

pLex-HaRasVall2, plasmide pLex9 , tel que decrit dans la demande 
W098/21327, qui contient la sequence codant pour la proteine HaRas mutee en 
30 position Vall2 connue pour interagir avec la proteine Raf de mammifere (Vojtek et 
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al., 1993). Ce plasmide a ete utilise pour tester la specificite d'interaction de la 
proteine PAPl dans la souche L40. 

pLex9-cAPP, plasmide pLex9 qui contient la sequence codant pour le 
domaine cytoplasmique de la proteine APP connue pour interagir avec le domaine 
PTB2 de FE65. Ce plasmide a ete utilise pour tester la specificite d'interaction de la 
proteine PAPl dans la souche L40. 

4) Oligonucleotides de synthese: 

TTAAGAATTC GGAAGTCCAG CAGGTAG (SEQ ID N° 5) 

ATTAGGATCC CTACACACAA GGCAGGGAG (SEQ ID N°6) 

Oligonucleotides qui ont permis d'obtenir le fragment PGR correspondant a la region 
centrale de la Parkine bordee par les sites EcoRI et BamHI. 

GCGTTTGGAA TCACTACAG 
GGTCTCGGTG TGGCATC 
CCGCTTGCTT GGAGGAAC 
CGTATTTCTC CGCCTTGG 
AATAGCTCGA GTCAGTGCAG GACAAGAG 
Oligonucleotides qui ont servi a sequencer 1' insert 

Les oligonucleotides sont synthetises sur I'appareil Applied System ABI 394- 
08. lis sont decroches de la matrice de synthese par de I'ammoniac et precipites deux 
fois par 10 volumes de n-butanol puis .repris dans de I'eau. La quantification est 
effectuee par mesure de la densite optique (IDOjgo correspond a 30 p.g/ml). 

5) Preparation des ADN plasmidiques. 

Les preparations en petite quantite et en grande quantite d'ADN plasmidique 
ont ete effectuees selon les protocoles recommandes par le fabricant Quiagen des kits 
de purification d'ADN : 



(SEQ ID N°7) 
(SEQ ID N°8) 
(SEQ ID N°9) 
(SEQ ID N° 10) 
(SEQ ID N° 11) 
correspondant au gene PAP 1 . 
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- Quiaprep SpinMiniprep kit, ref : 27106 

- Quiaprep Plasmid Maxiprep kit, ref : 12163. 

6) AmpUfication enzymatique d'ADN par PGR (Polymerase Chain Reaction) : 

5 Les reactions de PGR sont effectuees dans un volume final de 100^1 en 

presence de la matrice d'ADN, de dNTP (0,2 niM), de tampon PGR (Tris-HGl pH 8,5 
10 mM, MgCl2 1 mM, KGl 5 mM, gelatine 0,01%), de 10-20 pmoles de chacun des 
oligonucleotides et de 2,5 UI d'Ampli Taq DNA polymerase (Perkin Elmer). Le 
melange est recouvert de 2 gouttes d'huile de paraffme pour limiter ['evaporation de 

10 I'echantiUon. L'appareil utilise est le "Grocodile 11" d'Appligene. 

Nous avons utilise une temperature de denaturation de la matrice de 94°G, une 
temperature d'hybridation de 52°G et une temperature d'elongation par I'enzyme a 
12°C. 

15 7) Les ligatures : 

Toutes les reactions de ligation sont effectuees a 37°G pendant une heure dans 
un volume final de 20 ^1 en presence de 100 a 200 ng de vecteur, 0,1 a 0,5 jxg 
d'insert, 40 UI d'enzyme T4 DNA ligase (Biolabs) et un tampon de ligation (Tris- 
HGl 50 mM pH 7,8; MgGl2 10 mM; DTT 10 mM; ATP 1 mM). Le temoin negatif est 
20 constitue par la ligation du vecteur en I'absence d' insert. 

8) Tranformation des bacteries : 

La tranformation des bacteries par- un-plasmide est effectuee selon le protocole 
suivant -.10^1 du volume de ligation est utilisee pour transformer les bacteries TGI 
25 selon la methode la methods de Churig (Ghung et al, 1989). Apres transformation les 
bacteries sont etalees sur un milieu LB + ampicilline et incubees 16h a 37°G. 

9) Separation et extraction des ADN: 

La separation des ADN est realisee en fonction de leur taille par 
30 electrophorese sur gel d'agarose selon Maniatis (Maniatis et al, 1989) : gel d' agarose 
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a 1% (Gibco BRL) dans un tampon TBE (Tris base 90 mM; Borate 90 mM; EDTA 2 
mM) 

10) Sequen^age fluorescent des ADN plasmidiques : 

5 La technique de sequen^age utilisee est derivee de la methode de Sanger 

(Sanger et aL, 1977) et adaptee pour le sequenfage par fluorescence developpe par 
Applied Biosystems. Le protocole utilise est celui decrit par les concepteurs du 
systeme (Perkin Elmer, 1997). 

11) Transformation de la levure: 

Les plasmides sont introduits dans la levure par une technique classique de 
transformation de la levure mise au point par Gietz (Gietz et al., 1992) et modifiee de 
la fagon suivante : 

Dans le cas particuUer de la tranformation de la levure par la banque d'ADNc 

de lymphocyte, la levure utilisee contient le plasmide pLex9-Parkine (135-290) 

codant pour la partie centrale de la Parkine fusionnee a la proteine LexA. EUe est 

cultivee dans 200 ml de milieu minimum YNB supplemente en acides amines CSM - 

7 

Trp a 30°C sous agitation jusqu' a une densite de 10 cellules/ml. Pour effectuer la 
transformation des levures suivant le protocole precedant, la suspension cellulaire a 
ete separee en 10 tubes de 50|al dans lesquels 5|ig de la banque ont ete ajoutes. Le 
choc thermique a ete effectue pendant 20 minutes puis les cellules ont ete coUectees 
par centrifugation et resuspendues dans 100 ml de milieu YPD pendant Ih a 30°C et 
dans 100 ml de milieu YNB supplemente en CSM -Leu, -Trp pendant 3h30 a 30°C. 
L'efficacite de la transformation est determinee en etalant differentes dilutions de 
cellules transformees sur milieu YNB sblide supplemente en CSM -Trp, -Leu. Apres 
une culture a 30°C durant 3 jours les colonies obtenues ont ete comptees et le taux de 
transformation par )ig d'ADN de la banque de lymphocyte a ete determine. 

12) Isolement de plasmides extrait de levure : 



10 



15 



20 



25 
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5 ml d'une culture de levure incubee 16h a 30°C sont centrifuges et repris dans 
200 Hi d'un tampon de lyse (Sorbitol IM, KH,P04/K,HP04 0,1M pH7,4, zymolyase 
12,5 mg/ml) et incubes Ih a 3TC. Le lysat est ensuite traite selon le protocole 
recommande par le fabriquant Quiagen du kit de purification d'ADN, Quiaprep Spin 
5 Miniprep kit, ref 27 1 06. 

13) Test d'activite de la p-galactosidase : 

Une feuille de nitrocellulose est prealablement deposee sur la boite de Petri 
contenant les clones de levures individualises. Cette feuille est ensuite plongee dans 

10 de I'azote liquide pendant 30 secondes afin de faire eclater les levures et de liberer 
ainsi I'activite 6-galactosidase. Apres decongelation, la feuille de nitrocellulose est 
deposee, colonies vers le haut, dans une autre boite de Petri contenant un papier 
Whatman prealablement imbibe de 1,5 ml de solution PBS (Na2HP04 60 mM, 
NaH2P04 40 mM, KCl 10 mM, MgS04 1 mM, pH7) contenant 15 ^1 de X-Gal (5- 

15 bromo-4-chloro-3-indoyl-(3-D-galactoside) a 40 mg/ml de N,N-dimethylformamide. 
La boite est ensuite placee dans une etuve a 37°C. Le test est dit positif lorsque les 
colonies virent au bleu sur la membrane au bout de 12 heures. 



20 EXEMPLE 1; CONSTRUCTION D'UN VECTEUR PERMETTANT 
L'EXPRESSION D'UNE PROTEINE DE FUSION ENTRE LA P ARTIE 
CENTRALE DE LA PARKINE ET LE REPRESSEUR BACTERIEN LEXA. 

Le criblage d'une banque utilisant le systeme double hybride necessite que la 
25 region centrale de la Parkine soit filsionnee a une proteine liant I'ADN comme le 
represseur bacterien LexA. L'expression de cette proteine de fusion est realisee grace 
au vecteur pLex9 (cf materiels et methodes), dans lequel a ete introduite, dans le 
meme cadre de lecture que la sequence correspondant a la proteine LexA, la sequence 
codant pour la region centrale de la Parkine figurant dans la sequence presentee en 
30 SEQ ID N°3 ou 4. 
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Le fragment d'ADN de 468 pdb correspondant aux 156 acides amines de la 
region centrale de la Parkine qui commence a Tacide amine 135 a ete obtenu par PGR 
a partir des oligonucleotides (SEQ ID N'^S et N°6) qui ont egalement permis 
d'introduire le site EcoRI a Textremite 5' et un codon stop et un site BamHI a 
5 I'extremite 3'. Le fragment de PGR a ete introduit entre les sites EcoRI et BamHI du 
multisite de clonage du plasmide pLex9 en aval de la sequence codant pour la 
proteine LexA pour dormer le vecteur pLex9-Parkine (135-290) (Fig. 1). 

La construction a ete verifiee par sequen9age de I'ADN. Gette verification a 
permis de montrer que ce fragment ne presentait pas de mutations generees au cours 
10 de la reaction de PGR et qu'il etait fiisionne dans la meme phase ouverte de lecture 
que celle du fragment correspondant a LexA. 



EXEMPLE 2: GRIBLAGE D'UNE BANQUE DE FUSION DE LYMPHOCYTE. 

15 

Nous avons utilise la methode du Double-Hybride (Fields et Song, 1989). 
Le criblage d'une banque de fusion permet d' identifier des clones produisant 
des proteines fusionnees au domaine transactivateur de GAL4, pouvant interagir avec 
la proteine d'interet decrite dans I'exemple 1 (region centrale de la parkine). Gette 
20 interaction permet de reconstituer un transactivateur qui va alors etre capable 
d'induire I'expression des genes rapporteurs His3 et LacZ dans la souche L40. 

Pour effectuer ce criblage nous avons choisi une banque de fusion realisee a 
partir d'ADNc provenant de lymphocytes humains peripheriques foumie par Richard 
Benarous (Peytavi et aL, 1999). Des levures ont ete transformees par la banque de 
25 lymphocytes et des clones positifs orit ete selectionnes comme decrit ci-apres. 

Lors du criblage il est necessaire de preserver la probabilite que chaque 
plasmide independant de la banque de fusion soit present dans au moins une levure en 
meme temps que le plasmide pLex9-Parkine (135-290). Four preserver cette 
probabilite il est important d'avoir une bonne efficacite de transformation de la 
30 levure. Pour cela nous avons choisi un protocole de transformation de la levure 
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doiinant une efficacite de 2,6 10^ cellules transformees par d'ADN. De plus 
comme la cotransformation de la levure par deux plasmides differents reduit cette 
efficacite, nous avons prefere utiliser une levure prealabiement transformee par le 
plasmide pLex9-Parkine (135-290). Cette souche L40 pLex9-Parkine (135-290) de 

5 phenotype His-, Lys-, Leu-, Ade- a ete transformee par 50^g d'ADN plasmidique de 
la banque de fusion. Cette quantite d'ADN nous a permis d'obtenir apres estimation 
1,3 10^ cellules transformees, ce qui correspond a un nombre legerement superieur au 
nombre de plasmides independants qui constituent la banque. D'apres ce resultat nous 
pouvons penser que la quasi totalite des plasmides de la banque a servi a transformer 

10 les levures. La selection des cellules transformees, capables de reconstituer un 
transactivateur fonctionnel, a ete faite sur un milieu YNB supplemente avec 2,5 mM 
3-amino-l,2,4-triazole et 620 mg/1 de CSM (Bio 101) ne contenant pas d'histidine de 
leucine et de tryptophane. 

A Tissue de cette selection, de nombreux clones avec un phenotype His+ ont 

1 5 ete obtenus. Sur ces transformants un test d'activite p-galactosidase a ete effectue afm 
de valider par I'expression de I'autre gene rapporteur, LacZ, ce nombre de clones 
obtenus. 115 clones presentaient le double phenotype His+, p-Gal+ pouvant 
correspondre a une interaction proteine-proteine. 

20 

EXEMPLE 3: ISOLEMENT DES PLASMIDES DE LA BANQUE DANS LES 
CLONES SELECTIONNES. 

Afin d'identifier les proteines pouvant interagir avec la region centrale de la 
25 Parkine, les plasmides de la banque de fiision contenus dans les levures selectionnees 
lors du criblage double hybride ont ete extraits. Pour pouvoir en obtenir en grande 
quantite, cet isolement necessite au prealable une transformation d^E.coli par un 
extrait d'ADN des souches de levures positives. Comme le plasmide de la banque 
contenu dans cet extrait est un plasmide navette levure/£.co// il peut facilement se 
30 repliquer chez la bacterie. Le plasmide de la banque a ete selectionne par 
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complementation de la bacterie HBlOl auxotrophe pour la leucine sur milieu 
depourvu de leucine, 

Les ADN plasmidiques des colonies bacteriennes obtenues apres 
transformation par des extraits d'ADN de levures ont ete analyses par digestion avec 
5 des enzymes de restriction et separation des fragments d'ADN sur gel d'agarose. 
Parmi les 115 clones analyses, un clone contenant un plasmide de la banque 
presentant un profil different des autres a ete obtenu. Ce plasmide, appele pGAD- 
Lyl lib, a ete plus precisement etudie. 

10 

EXEMPLE 4: DETERMINATION DE LA SEQUENCE DE L'INSERT CONTENU 
DANS LE PLASMIDE IDENTIFIE. 

Le sequen^age de T insert contenu dans le plasmide identifie a ete realise dans 
15 un premier temps a partir de roligonucleotide SEQ ID N°7 complementaire de la 
sequence de GAL4TA a proximite du site £"0(9/2/ d' insertion de la banque de cDNA 
de lymphocytes. Puis dans un deuxieme temps a partir des oligonucleotides SEQ ID 
N°8 a SEQ ED N°l 1, correspondant a la sequence de I'insert obtenue au cours de la 
progression du sequen?age. La sequence obtenue est presentee sur la sequence SEQ 
20 ID NO 1. La proteine ainsi identifiee a ete designee PAPl (Parkin- Associated Protein 

La comparaison de la sequence de cet insert avec les sequences contenues 
dans les banques de donnees GENBank et EMBL (European Molecular Biology Lab) 
a montre une homologie de 25%, au niveau proteique, avec differents membres de la 

25 famille des Synaptotagmines. Les Synaptotagmines font partie d'une famille de 
proteines membranaires codees par au moins onze genes differents exprimes dans le 
cerveau et autres tissus. Elles contiennent un domaine transmembranaire unique et 
deux domaines regules par le calcium appeles C^. C'est dans ce domaine que Ton 
trouve I'homologie entre les Synaptotagmines et la proteine PAPl. Aucune autre 

30 homologie significative n'a ete observee. 
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EXEMPLE 5: ANALYSE DE LA SPECIFICITE D'INTERACTION ENTRE LA 
REGION CENTRALE DE LA PARKINE ET LA PROTEINE PAPL 

5 Afm de determiner la specificite d'interaction entre le fragment correspondant 

a la proteine PAPl et la region centrale de la Parkine, un test d'interaction specifique 
deux hybrides avec d'autres proteines non relevantes a ete realise. Pour realiser ce test 
nous avons transforme la souche L40 par les plasmides de controle plex9-cAPP ou 
pLex9-HaRasVall2 a la place du plasmide pLex9-Parlcin (135-290) codant 

1 0 respectivement pour le domaine cytoplasmique de 1' APP ou la proteine HaRasVal 1 2 
fusionnes au domaine le liaison a I'ADN de LexA et par le plasmide isole lors du 
criblage de la banque deux hybrides. Un test d'activite p-Gal sur les cellules 
transformees par les differents plasmides a ete effectue afm de determiner une 
interaction proteine-proteine. D'apres le resultat du test, seules les levures 

15 transformees par le plasmide isole lors du criblage de la banque deux hybrides et par 
le plasmide pLex9-Parkine (135-290) presentaient une activite p-Gal+ montrant ainsi 
une interaction entre la region centrale de la Parkine et la proteine PAPl. Cette 
interaction s'avere done etre specifique puisque ce fragment de PAPl ne semble pas 
interagir avec les proteines cAPP ou HaRasVal 12. 

20 

Ces resultats montrent done I'existence d'une proteine nouvelle, designee 
PAPl, capable d'interagir de maniere specifique avec la Parkine. Cette proteme, 
apparentee aux synaptotagmines, ne presente aucune homologie significative avec des 
proteines connues, et peut etre utilisee dans des applications therapeutiques ou 
25 diagnostiques, pour la production d'anticorps, de sondes ou peptides ou encore pour 
le screening de molecules actives. 
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REVENDICATIONS 

1. Compose capable de moduler, au moins partiellement, I'interaction entre la 
proteine PAPl ou un homologue de celle-ci, et la Parkine. 

5 2. Compose salon la revendication 1, caracterise en ce qu'il ralentit, inhibe ou 

stimule, au moins partiellement, ladite interaction. 

3. Compose selon Tune des revendications 1 ou 2, caracterise en ce qu'il est 
capable de lier le domaine d'interaction entre la proteine PAP 1 ou un homologue de 
celle-ci, et la Parkine. 

10 4. Compose selon Tune des revendications 1 a 3, caracterise en ce qu'il s'agit 

d'un compose de type peptidique, nucleique, lipidique, saccharidique ou d'un 
anticorps. 

5. Compose selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
compose peptidique comprenant tout ou partie de la sequence peptidique SEQ ID N°2 

15 ou un de ses derives. 

6. Compose selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
compose peptidique comprenant une region dont la sequence correspond a tout ou une 
partie fonctionnelle du site d'interaction de la proteine PAPl avec la Parkine. 

7. Compose selon la revendication 4, caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
20 compose peptidique derive de la proteine PAPl (et/ou des formes homologues) 

portant une region effectrice rendue non fonctionnelle. 

8. Polypeptide comprenant la sequence SEQ ID NO :2 ou un derive ou 
fragment de celle-ci. 

9. Polypeptide selon la revendication 8, comprenant au moins 5 residus 
25 consecutifs de la sequence SEQ ID NO : 2, de preference au moins 9, plus 

preferentiellement au moins 15. 

10. Acide nucleique codant pour un compose peptidique selon I'une des 
revendications 4 a 9. 
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11. Acide nucleique selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il 
comprend tout ou partie de la sequence SEQ ID NO : 1 ou d'une sequence derivee de 
celle-ci. 

12. Acide nucleique codant pour un polypeptide selon la revendication 8. 

5 13. Acide nucleique, notamment une sonde nucleotidique, capable d'hybrider 

avec un acide nucleique selon Tune des revendications 10 a 12 ou avec leur brin 
complementaire. 

14. Vecteur comprenant un acide nucleique selon I'une des revendications 10 

a 13. 

10 15. Virus recombinant defectif comprenant un acide nucleique selon Tune des 

revendications 10 a 13. 

16. Anticorps ou fragment ou derive d'anticorps, caracterise en ce qu'il est 
dirige contre un compose peptidique selon I'une des revendications 4 a 9. 

17. Anticorps selon la revendication 16, caracterise en ce qu'il reconnait un 
1 5 polypeptide selon la revendication 9. 

18. Composition pharmaceutique comprenant au moins un compose selon 
I'une des revendications I a 9 ou un anticorps selon la revendication 16 ou 17. 

19. Compose non peptidique ou-un compose de nature non exclusivement 
peptidique suceptible de moduler, au molns partiellement, interaction de la proteine 

20 PAP 1 ou un homologue de celle-ci, avec la Parkine. 

20. Compose selon la revendication 19 caracterise en ce que les motifs actifs 
d'un peptide selon I'une des revendications 5 a 7 ont ete dupliques avec une structure 
non peptidique ou de namre non exclusivement peptidique. 
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21. Composition pharmaceutique comprenant au mo ins un acide nucleique 
selon I'une des revendications 10 a 13 ou un vecteur selon la revendication 14. 

22. Composition phamiaceutique comprenant un compose peptidique selon 
Tune des revendications 4 a 9. 

5 23. Composition selon la revendication 20, 2 1 ou 22, destinee au traitement de 

pathologies neurodegeneratives. 

24. Procede pour le serening ou la caracterisation de molecules actives, 
comprenant une etape de selection de molecules capables de lier la sequence SEQ ID 
N02 ou la sequence SEQ ID N04, ou un fragment de celles-ci. 

0 25. Procede de production d'un compose peptidique selon I'une des 

revendications 4 a 9, comprenant la culture d'une cellule contenant un acide 
nucleique selon Tune des revendications 10 a 13 ou un vecteur selon la revendication 
14, dans des conditions d'expression dudit acide nucleique, et la recuperation du 
compose peptidique produit. 
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LISTE DE SEQUENCES 



<110> AVENTIS PHARMA 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE M 

<120> COMPOSES CAPABLES DE MODULER L'ACTIVITE DE LA PARKINE, 
SEQUENCES NUCLEOTIDIQUES ET UTILISATIONS 



<130> PRJ00004 



<140> 
<141> 



<160> 11 



<170> Patentin Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 1313 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (1032) 



<400> 1 

cag aat etc cca tec agt ccg gca ccc agt acc ata ttc tct gga ggt 
Gin Asn Leu Pro Ser Ser Pro Ala Pro Ser Thr He Phe Ser Gly Gly 
1 " 5 10 

ttt aga cac gga agt tta att age att gac age acc tgt aca gag atg 
Phe Arg His Gly Ser Leu He Ser He Asp Ser Thr Cys Thr Glu Met 
20 25 30 

ggc aat ttt gac aat get aat gtc act gga' gaa ata gaa ttt gee att 
Gly Asn Phe Asp Asn Ala Asn Val Thr Gly Glu He Glu Phe Ala He 
35 40 45 

cat tat tgc ttc aaa acc cat tct tta gaa ata tge ate aag gee tgt 
His Tyr cys Phe Lys Thr His Ser Leu Glu He Cys He Lys Ala Cys 
50 55 60 

aag aac ett gee tat gga gaa gaa aag aag aaa aag tgc aat ccg tat 
Lys Asn Leu Ala Tyr Gly Glu Glu Lys Lys Lys Lys Cys Asn Pro Tyr 
65 

gtg aag acc tae etg ttg ccc gac aga tec tec cag gga aag cgc aag 



48 



96 



144 



192 



240 



288 



1 



Val Lys Thr Tyr Leu Leu Pro Asp Arg Ser Ser Gin Gly Lys Arg Lys 
85 90 95 

act gga gtc caa agg aac acc gtg gac ccg acc ttt cag gag acc ttg 336 
Thr Gly Val Gin Arg Asn Thr Val Asp Pro Thr Phe Gin Glu Thr Leu 
100 105 110 

aag tat cag gtg gcc act gcc cag ctg gtg acc egg cag ctg cag gtc 384 
Lys Tyr Gin Val Ala Pro Ala Gin Leu Val Thr Arg Gin Leu Gin Val 
115 120 125 

teg gtg tgg cat ctg ggc acg ctg gcc egg aga gtg ttt ctt gga gaa 432 
Ser Val Trp His Leu Gly Thr Leu Ala Arg Arg Val Phe Leu Gly Glu 
130 135 140 

gtg ate att tct ctg gcc acg tgg. gac ttt gaa gac age aca aca cag 480 
Val lie lie Ser Leu Ala Thr Trp Asp Phe Glu Asp Ser Thr Thr Gin 
145 150 155 160 

tec ttc cgc tgg cat ccg etc egg gcc aag gcg gag aaa tac gaa gac 528 
Ser Phe Arg Trp His Pro Leu Arg Ala Lys Ala Glu Lys Tyr Glu Asp 
165 170 175 

age gtt cct cag agt aat gga gag etc aca gtc egg get aag ctg gtt 576 
Ser Val Pro Gin Ser Asn Gly Glu Leu Thr Val Arg Ala Lys Leu Val 
180 185 190 

etc cct tea egg cec aga aaa etc caa gag get caa gaa ggg aca gat 624 
Leu Pro Ser Arg Pro Arg Lys Leu Gin Glu Ala Gin Glu Gly Thr Asp 
195 200 205 

cag eca tea ctt cat ggt caa ctt tgt ttg gta gtg eta gga gcc aag 672 
Gin Pro Ser Leu His Gly Gin Leu Cys Leu Val Val Leu Gly Ala Lys 
210 215 220 

aat tta cct gtg egg cca gat ggc acc ttg' aac tea ttt gtt aag ggc 720 
Asn Leu Pro Val Arg Pro Asp Gly Thr Leu Asn Ser Phe Val Lys Gly 
225 230 235 240 

tgt etc act ctg cca gac caa caa aaa ctg aga ctg aag teg cca gtc 768 
Cys Leu Thr Leu Pro Asp Gin Gin Lys Leu Arg Leu Lys Ser Pro Val 
245 250 255 

ctg agg aag cag get tgc cec cag tgg aaa cac tea ttt gtc ttc agt 816 
Leu Arg Lys Gin Ala Cys Pro Gin Trp Lys Kis Ser Phe Val Phe Ser 
260 265 270 

ggc gta acc cca get cag ctg agg cag teg age ttg gag tta act gtc 864 



2 



# • 



Gly Val Thr Pro Ala Gin Leu Arg Gin Ser Ser Leu Glu Leu Thr Val 
275 280 285 

tgg gat cag gcc etc ttt gga atg aat gac cgc ttg ctt gga gga acc 912 
Trp Asp Gin Ala Leu Phe Gly Met Asn Asp Arg Leu Leu Gly Gly Thr 
290 295 300 

aga ctt ggt tea aag gga gac aca get gtt ggc ggg gat gca tge tea 960 
Arg Leu Gly Ser Lys Gly Asp Thr Ala Val Gly Gly Asp Ala Cys Ser 
305 310 315 320 

eta teg aag etc cag tgg cag aaa gtc ctt tec age cce aat eta tgg 1008 
Leu Ser Lys Leu Gin Trp Gin Lys Val Leu Ser Ser Pro Asn Leu Trp 
325 330 335 

aca gac atg act ctt gtc ctg cac. tgacatgaag gcctcaaggt tccaggttge 1062 
Thr Asp Met Thr Leu Val Leu His 
340 

ageaggcgtg aggcactgtg cgtetgcaga ggggctacga accaggtgca gggtcccagc 1122 
tggagacccc tttgaccttg agcagtctce atctgcggcc ctgtcceatg gettaaccgc 1182 
ctattggtat etgtgtatat ttacgttaaa cacaattatg ttacctaagc etctggtggg 1242 
ttatetcctc tttgagatgt agaaaatggc cagattttaa taaacgttgt tacccatgaa 1302 

1313 

aaaaaaaaaa a xoxo 



<210> 2 
<211> 344 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

Gin Asn Leu Pro Ser Ser Pro Ala Pro Ser Thr lie Phe Ser Gly Gly 
15 10 15 

Phe Arg His Gly Ser Leu lie Ser lie Asp Ser Thr Cys Thr Glu Met 
20 25 30 

Gly Asn Phe Asp Asn Ala Asn Val Thr Gly Glu lie Glu Phe Ala lie 
35 40 45 

His Tyr Cys Phe Lys Thr His Ser Leu Glu lie Cys lie Lys Ala Cys 
50 55 60 



3 



Lys Asn Leu Ala Tyr Gly Giu Glu Lys Lys Lys Lys Cys Asn Pro Tyr 
65 70 75 80 

Val Lys Thr Tyr Leu Leu Pro Asp Arg Ser Ser Gin Gly Lys Arg Lys 
85 90 95 

Thr Gly Val Gin Arg Asn Thr Val Asp Pro Thr Phe Gin Glu Thr Leu 
100 105 110 

Lys Tyr Gin Val Ala Pro Ala Gin Leu Val Thr Arg Gin Leu Gin Val 
115 120 125 

Ser Val Trp His Leu Gly Thr Leu Ala Arg Arg Val Phe Leu Gly Glu 
130 135 140 

Val lie lie Ser Leu Ala Thr Trp. Asp Phe Glu Asp Ser Thr Thr Gin 
145 150 155 160 

Ser Phe Arg Trp His Pro Leu Arg Ala Lys Ala Glu Lys Tyr Glu Asp 
165 170 175 

Ser Val Pro Gin Ser Asn Gly Glu Leu Thr Val Arg Ala Lys Leu Val 
180 185 190 

Leu Pro Ser Arg Pro Arg Lys Leu Gin Giu Ala Gin Glu Gly Thr Asp 
195 200 205 

Gin Pro Ser Leu His Gly Gin Leu Cys Leu Val Val Leu Gly Ala Lys 
210 . 215 220 

Asn Leu Pro Val Arg Pro Asp Gly Thr Leu Asn Ser Phe Val Lys Gly 
225 230 235 240 

Cys Leu Thr Leu Pro Asp Gin Gin Lys Leu Arg Leu Lys Ser Pro Val 
245 250 255 

Leu Arg Lys Gin Ala Cys Pro Gin Trp Lys His Ser Phe Val Phe Ser 
260 265 270 

Gly Val Thr Pro Ala Gin Leu Arg Gin Ser Ser Leu Glu Leu Thr Val 
275 280 285 

Trp Asp Gin Ala Leu Phe Gly Met Asn Asp Arg Leu Leu Gly Gly Thr 
290 295 300 

Arg Leu Gly Ser Lys Gly Asp Thr Ala Val Gly Gly Asp Ala Cys Ser 
305 310 315 320 
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Leu Ser Lys Leu Gin Trp Gin Lys Val Leu Ser Ser Pro Asn Leu Trp 
325 330 335 

Thr Asp Met Thr Leu Val Leu His 
340 



<210> 3 
<211> 471 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<220> 

<221> CDS 

<222> (1) . . (471) 

<400> 3 

gga agt cca gca ggt aga tea ate tac aac age ttt tat gtg tat tgc 48 

Gly ser Pro Ala Gly Arg Ser lie Tyr Asn Ser Phe Tyr Val Tyr Cys 
15 10 15 



aaa ggc ecc tgt caa aga gtg eag ccg gga aaa etc agg gta cag tgc 
Lys Gly Pro Cys Gin Arg Val Gin Pro Gly Lys Leu Arg Val Gin Cys 
20 25 30 

age ace tgc agg cag gca acg etc acc ttg acc cag ggt cca tct tgc 
Ser Thr Cys Arg Gin Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Gly Pro Ser Cys 
35 , 40 45 

tgg gat gat gtt tta att cea aac egg atg agt ggt gaa tgc caa tec 
Trp Asp Asp Val Leu lie Pro Asn Arg Met Ser Gly Glu Cys Gin Ser 
50 55 60 

cca cac tgc cct ggg act agt gca gaa ttt ttc -ttt aaa tgt gga gca 
Pro His Cys Pro Gly Thr Ser Ala Glu Phe' Phe Phe Lys Cys Gly Ala 
65 70 \ 75 80 

cac ccc acc tct gac aag gaa aca tea _.gta get ttg cac etg ate gca 
His Pro Thr Ser Asp Lys Glu Thr Ser Val Ala Leu His Leu lie Ala 
85 90 ■ 95 

aca aat agt egg aac ate act tgc att acg tgc aca gac gte agg age 
Thr Asn Ser Arg Asn lie Thr Cys lie Thr Cys Thr Asp Val Arg Ser 
100 105 110 

ccc gtc etg gtt ttc cag tgc aac tec cgc cac gtg att tgc tta gac 
Pro Val Leu Val Phe Gin Cys Asn Ser Arg His Val He Cys Leu Asp 



96 



144 



192 



240 



288 



336 



384 



5 



115 



120 



125 



tgt ttc cac tta tac tgt gtg aca aga etc aat gat egg cag ttt gtt 
Cys Phe His Leu Tyr Cys Val Thr Arg Leu Asn Asp Arg Gin Phe Val 
130 135 140 



432 



cac gac cct caa ctt ggc tac tec etg cct tgt gtg tag 
His Asp Pro Gin Leu Gly Tyr Ser Leu Pro Cys Val 
145 150 155 



471 



<210> 4 
<211> 156 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 4 

Gly Ser Pro Ala Gly Arg Ser lie Tyr Asn Ser Phe Tyr Val Tyr Cys 

15 10 15 

Lys Gly Pro Cys Gin Arg Val Gin Pro Gly Lys Leu Arg Val Gin Cys 

20 25 30 

Ser Thr Cys Arg Gin Ala Thr Leu Thr Leu Thr Gin Gly Pro Ser Cys 

35 40 45 

Trp Asp Asp Val Leu lie Pro Asn Arg Met Ser Gly Glu Cys Gin Ser 

50 55 60 

Pro His Cys Pro Gly Thr Ser Ala Glu Phe Phe Phe Lys Cys Gly Ala 
65 70 75 80 

His Pro Thr Ser Asp Lys Glu Thr Ser Val Ala Leu His Leu lie Ala 

85 ^ 90 95 

Thr Asn Ser Arg Asn lie Thr Cys lie Thr Cys Thr Asp Val Arg Ser 

100 105 110 

Pro Val Leu Val Phe Gin Cys Asn Ser Arg His Val lie Cys Leu Asp 

115 120 125 

Cys Phe His Leu Tyr Cys Val Thr Arg Leu Asn Asp Arg Gin Phe Val 

130 135 140 

His Asp Pro Gin Leu Gly Tyr Ser Leu Pro' Cys Val 
145 150 ' 155 



<210> 5 
<211> 27 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : Oligonucleotide 
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<400> 5 

ttaagaattc ggaagtccag caggtag 



<210> 6 
<211> 29 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : Oligonucleotide 

<400> 6 

attaggatcc ctacacacaa ggcagggag. 

<210> 7 
<211> 19 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : Oligonucleotide 

<400> 7 

gcgtttggaa tcactacag 

<210> 8 
<211> 17 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : Oligonucleotide 

<400> 8 

ggtctcggtg tggcatc 

<210> 9 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 




27 



29 



19 



7 



<220> 

<223> Description de la sequence 

artif icielle : Oligonucleotide 

<400> 9 

ccgcttgctt ggaggaac 

<210> 10 
<211> 18 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : Oligonucleotide 

<400> 10 

cgtatttctc cgccttgg 

<210> 11 
<211> 28 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence 

artificielle : Oligonucleotide 

<400> 11 

aatagctcga gtcagtgcag gacaagag 
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La presente invention resulte plus particulierement de la mise en evidence par 
la demanderesse d'une nouvelle proteine humaine, designee PAPl (Parkine 
Associated Protein 1), interagissant avec la parkine. La proteine PAPl (sequence 
SEQ ID NO :1 ou 2) presente une certaine homologie avec les synaptotagmines et est 
5 capable d'interagir plus particulierement avec la region centrale de la parkine 
(representee sur la sequence SEQ ID NO :3 ou 4). 

La presente invention resulte egalement de I'identification et de la 
caracterisation de regions particulieres de la proteine PAPl, impliquees dans la 
modulation de la fonction de la parkine. La mise en evidence de I'existence de cette 
10 proteine et de regions impliquees dans sa fonction permet notamment de preparer de 
nouveaux composes et/ou compositions utilisables comme agents pharmaceutiques et 
de developper des methodes industrielles de criblage de tels composes. 

Un premier objet de invention conceme done des composes capables de 
15 moduler, au moins partiellement, interaction entre la proteine PAPl (ou ses 
homologues) et la parkine (notamment la parkine humaine), ou d'interferer au niveau 
de r interaction entre ces proteines. 

Un autre objet de r invention reside dans la proteine PAPl, ses fragments, 

derives et homologues. 

20 Un autre aspect de I'invention reside dans un acide nucleique codant la 

proteine PAPl, ses fragments, derives ou homologues, ainsi que tout vecteur 
comprenant un tel acide nucleique et toute cellule recombinante contenant un tel 

acide nucleique ou vecteur. 

L'invention conceme aussi des anticoips capables de lier la proteine PAPl, 
25 ses fragments, derives et homologues, notamment des anticorps polyclonaux ou 
monoclonaux, plus preferentiellement des anticorps capables de lier la proteine PAPl 
et d'inhiber au moins partiellement son interaction avec la parkine. 

Un autre aspect de l'invention conceme des sondes ou amorces 
nucleotidiques, specifiques de PAPl, utilisables pour detecter ou amplifier le gene de 
30 papl ou une region de celui-ci dans tout echantillon biologique. 
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central. En particulier, I'invention conceme Tutilisation de ces molecules pour 
moduler au moins partiellement I'activite de la Parkine. 

L' invention conceme egalement un procede pour le criblage ou la 
5 caracterisation de molecules actives sur la fonction de la parkine, comprenant la 
selection de molecules capables de lier la sequence SEQ ID NO :2 ou la sequence 
SEQ ID NO :4, ou un fragment (ou derive) de celles-ci. Le procede comprend 
avantageusement la mise en contact, in vitro, de la ou des molecules test avec un 
polypeptide comprenant la sequence SEQ ID NO :2 ou la sequence SEQ ID NO :4, 

10 ou un fragment (ou derive) de celles-ci, et la selection de molecules capables de lier 
la sequence SEQ ID NO :2 (notamment la region comprise entre les residus 1 et 344) 
ou la sequence SEQ ID NO :4. Les molecules testees peuvent etre de nature variee 
(peptide, nucleique, lipide, sucre, etc., ou des melanges de telles molecules, par 
exemple des bibliotheques combinatoires, etc.). Comme indique ci-avant, les 

15 molecules ainsi identifiees peuvent etre utilisees pour moduler Tactivite de la 
proteine Parkine, et representent des agents therapeutiques potentiels pour le 
traitement de pathologies neurodegeneratives. 

D'autres avantages de la presente invention apparaitront a la lecture des 
20 exemples et figure qui suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non 
limitatifs. 

LEGENDES DE LA FIGURE : 

25 Figure 1 : Representation du vecteur pLex9-Parkine (135-290) 
MATERIELS ET TECHNIQUES MIS EN OEUVRE 



1) Souches de levure: 




24 ^«^Mi« 1^ s??^CnftiE 

EXEMPLE 5: ANALYSE DE LA SPECIFICITE D'INTERACTION ENTRE LA 
REGION CENTRALE DE LA PARKINE ET LA PROTEINE PAPL 

5 Afm de determiner la specificite d' interaction entre le fragment correspondant 

a la proteine PAPl et la region centrale de la Parkine, un test dMnteraction specifique 
deux hybrides avec d'autres proteines non relevantes a ete realise. Pour realiser ce 
test nous avons transforme la souche L40 par les plasmides de controle plex9-cAPP 
ou pLex9-HaRasVall2 a la place du plasmide pLex9-Parkin (135-290) codant 

10 respectivement pour le domaine cytoplasmique de I'APP ou la proteine HaRasVall2 
fusionnes au domaine le liaison a TADN de LexA et par le plasmide isole lors du 
criblage de la banque deux hybrides. Un test d'activite P-Gal sur les cellules 
transformees par les differents plasmides a ete effectue afin de determiner une 
interaction proteine-proteine. D'apres le resultat du test, seules les levures 

15 transformees par le plasmide isole lors du criblage de la banque deux hybrides et par 
le plasmide pLex9-Parkine (135-290) presentaient une activite p-Gal+ montrant ainsi 
une interaction entre la region centrale de la Parkine et la proteine PAPl. Cette 
interaction s'avere done etre specifique puisque ce fragment de PAPl ne semble pas 
interagir avec les proteines cAPP ou HaRasVall2. 

20 

Ces resultats montrent done I'existence d'une proteine nouvelle, designee 
PAPl, capable d'interagir de maniere specifique avec la Parkine. Cette proteine, 
apparentee aux synaptotagmines, ne presente aucune homologie significative avec 
des proteines connues, et peut etre utilisee dans des applications therapeutiques ou 
25 diagnostiques, pour la production d'anticorps, de sondes ou peptides ou encore pour 
le criblage de molecules actives. 



11. Acide nucleique selon la revendication 10. caracterise en ce qu'il 
comprend tout ou partie de la sequence SEQ ID NO : 1 ou d'une sequence derives 
de celle-ci. 

12. Acide nucleique codant pour un polypeptide selon la revendication 8. 

13. Acide nucleique. notamment une sonde nucleotidique. capable d'hybrider 
avec un acide nucleique selon Tune des revendications 10 a 12 ou avec leur brIn 
complementaire. 

14. Vecteur comprenant un acide nucleique selon Tune des revendications 10 

a 13. 

15. Virus recombinant defectif comprenant un acide nucleique selon I'une des 
revendications 10 a 13. 

16. Anticorps ou fragment ou derive d'anticorps. caracterise en ce qu'il est 
dirige contre un compose peptidique selon Tune des revendications 4 a 9. 

17. Anticorps selon la revendication 16. caracterise en ce qu'il reconnaTt un 
polypeptide selon la revendication 9. 

18. Composition pharmaceutique comprenant au moins un compose ou un 
polypeptide selon I'une des revendications 1 a 9 ou un anticorps selon la 
revendication 1 6 ou 17. 

19. Compose non peptidique ou un compose de nature non exclusivement 
peptidique capable de moduler. au moins partiellement. I'interaction de la proteine 
PAP1 ou un homologue de celle-ci. avec la Parkine. 

20. Compose selon la revendication 19 caracterise en ce que les motifs actifs 
d'un peptide selon I'une des revendications 5 a 7 ont ete dupliques avec une 
structure non peptidique ou de nature non exclusivement peptidique. 
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21. Composition pharmaceutique comprenant au moins un acide nucleique 
selon I'une des revendications 10 a 13 ou un vecteur selon la revendication 14. 

22. Composition pharmaceutique comprenant un compose peptidique selon 
I'une des revendications 4 a 9. 

23. Composition selon I'une des revendications 21 et 22 destinee au 
traitement de pathologies neurodegeneratives. 

24. Precede pour le serening ou la caracterisation de molecules actives, 
comprenant une etape de selection de molecules capables de lier la sequence SEQ 
ID N02 ou la sequence SEQ ID N04, ou un fragment de celles-ci. 

25. Precede de production d'un compose peptidique selon I'une des 
revendications 4 a 9. comprenant la culture d'une cellule contenant un acide 
nucleique selon I'une des revendications 10 a 13 ou un vecteur selon la 
revendication 14, dans des conditions d'expression dudit acide nucleique, et la 
recuperation du compose peptidique produit. 
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21. Composition pharmaceutique comprenant au moins un acide nucleique 
selon I'une des revendications 10 a 13 ou un vecteur selon la revendication 14. 

22. Composition pharmaceutique comprenant un compose peptidique selon 
I'une des revendications 4 a 9. 

23. Composition selon la revendication 20, 21 ou 22, destinee au traitement de 
pathologies neurodegeneratives. 

. 24. Procede pour le criblage ou la caracterisation de molecules actives, 
comprenant une etape de selection de molecules capables de Her la sequence SEQ ID 
N02 ou la sequence SEQ ID N04, ou un fragment de celles-ci. 

25. Procede de production d'un compose peptidique selon I'une des 
revendications 4 a 9, comprenant la culture d'une cellule contenant un acide 
nucleique selon I'une des revendications 10 a 13 ou un vecteur selon la revendication 
14, dans des conditions d'expression dudit acide nucleique, et la recuperation du 
compose peptidique produit. 
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